LE SEQUENCAGE DE I’ADN




I Définition :

Le sequencage de I’ADN est la determination de la succession

des nucléotides d’un fragment d’ADN donné.

|
GCHCECAGEACGE DG

| ||
C CC
| I
?????EE#EEE.EEIEEnT




I ‘ Le Séquencage selon la Technique de Sanger
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Cette méthode repose sur I’incor

phospho-diester : la synthese du

CH,-groupement phosphate

‘I 1

base

OH présenten 3’ :

poration aléatoire de didésoxyribonucleotides
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I 2. Protocole (Sanger)

1. Il faut préparer 4 solutions contenant chacune:

le fragment d’ADN qui doit étre sequencé (simple brin).

dmorce

les 4 dNTP's (dCTP, dATP, dGTP, dTTP)

I'’ADN polymérase



2. Dans chaque tube, on met de petites quantités d'un ddNTP fluorescent ou
radioactif (32P)

* dAGTP 4+ ddATP 4+ ddTTP + ddCTP

v U VU




I 3. L’incorporation aléatoire d’un ddNTP stoppe la synthese
On obtient donc a la fin des réactions un ensemble de brins d'ADN de

/ tailles variées, selon I'endroit ou un ddNTP se sera inséreé.

Avec ddATP

dGTP

ddATP, 0.25%




I Exemple tube ddGTP: Synthese du brin complémentaire arrét par un
ddGTP, c'est qu'il y a une Cytosine dans la sequence

ADNéséquencef(brm transcrit) Je Lo o
‘WATGGTACGTCAACTA
TACCATGCA@TT G | %=nuceotidesa Cyosine|
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e —— ¥ arrét de ia synihase
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¥ par utlisation dun ddGTP

N synthése du brin .
d'ADN (G) utilisatien d'un dGTP
complementaire a synthéase continue
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4. Migration électrophorétique (4 colonnes)
Les fragments les plus petits migreront les plus loin vers I’anode (+)

ddé |ddA | ddT ddc 5.
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30 — GACGCTGCGA
29 /3 GACGCTGCG
28 — GACGCTGC
27 = GACGCTG
26 /3 GACGCT
25 [ s GACGC
24 | S— GACG
e — GAC e
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23 — o 4 tor DNA template
S ! strand




